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摘要 :【 目 的】 海 沫 糖 酶 (trehalase，Tre) 是 昆虫 体内 海 演 糖 代谢 的 一 个 关键 酶 ,包括 可 溶 型 (Trel ) 
和 膜 结合 型 (Tre2) 两 种 类 型 ,在 昆虫 发 育 和 能 量 调节 中 具有 重要 作用 。 本 研究 旨 在 克隆 稳 纵 卷 叶 
X€ Cnaphalocrocis medinalis 34 3& 3& Bg X E] ( CmTre) ,解析 其 在 稻 纵 卷 叶 蝇 不 同 发 育 阶 段 和 不 同 组 织 
中 的 表达 模式 ,分 析 该 基因 及 酶 蛋白 的 分 子 特 征 。【 方 法】 通过 稳 纵 卷 叶 蝇 转录 组 数据 结合 RACE 
JUR. GL IE DO PE. CmTre 的 全 长 cDNA 序列 ,并 对 该 基因 进行 生物 信息 学 分 析 ; 采 用 实时 荧光 
定量 PCR( RT-qPCR ) 解析 CmTre 在 稻 纵 卷 叶 剖 不 同 发 育 阶 段 及 成 虫 不 同 组 织 部 位 的 mRNA 表达 
模式 。[【 结果 】 获 得 两 种 类 型 的 稻 纵 卷 叶 蝇 CmTre 基因 , 即 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 CmTrel 和 膜 结合 
型 海 汇 粮 酶 基因 CmTre2, CmTrel 的 全 长 cDNA 长 度 为 2 364 bp ,开放 阅读 框 长 1 704 bp, 编 码 567 
个 氨基 酸 ;Cm7Tyre2 的 全 长 cDNA 长 度 为 2079 bp, 开放 阅读 框 长 1 923 bp, 编 码 640 NAAR, + 
物 信息 学 CODE CmTre 前 端 有 一 个 信号 肽 ,CmTrel 535 JR 25 44 , CmTre2 有 一 个 跨 膜 结构 。 同 
源 性 和 聚 类 分 析 表 明 ,CmTrel 和 CmTre2 的 氨基 酸 序 列 Bp Omphisa fuscidentalis i5 EE 3& B 
Trel 和 Tre2 heuer 的 一 致 性 最 高 ,分 别 为 74% 48 7996 。 同 源 建 模 预 测 结果 显示 ,CmTrel 的 
三 维 分 子 结构 包含 19 个 a 螺旋 和 2 个 B 折 有 登 片 ;CmTre2 的 三 维 分 子 结构 含有 23 个 a 螺旋 ,没有 
p Ard. dh 结果 显示 ,CmTre 4E 48 DAS TENRA AARAA, UR, OBL KRE 
高 ,在 整个 幼虫 期 都 有 相对 稳定 的 表达 ;CmTrel 在 肾 期 表达 水 平 最 低 , CmTre2 在 5 龄 幼虫 时 期 表 
达 水 平 最 低 。CmTre 在 所 检测 的 成 下 组 织 ( 中 肠 、 体 壁 、 马 色 管 、 头 、 卵 梨 、 脂 肪 体 \ 肌 肉 和 精 梨 ) 中 均 
a 在 中 肠 和 体 壁 中 的 表达 水 平 较 高 ,CmTre2 在 肌肉 和 中 肠 中 的 表达 水 平 较 高 。【 结 
论 ) 本 研究 克隆 了 稻 纵 卷 叶 上 蝇 两 种 类 型 的 海藻 糖 酶 基因 ,分 析 了 其 基因 特征 和 表达 模式 。 研 究 结 
果 为 阐明 海 滞 糖 酶 基因 的 功能 进而 以 海 滞 糖 酶 基因 为 夺标 防治 害虫 英 定 了 基础 。 
关键 词 : ARTE, 海藻 糖 酶 ; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 表达 模式 
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Abstract: [ Aim] Trehalase ( Tre) is a key enzyme in trehalose metabolism of insects and plays 


important roles in the development and regulation of energy. Insects possess two types of trehalases, i. e., 
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soluble trehalase (Trel ) and membrane-bound trehalase ( Tre2). This study aims to clone trehalase gene 
( CmTre) from the rice leaf folder, Cnaphalocrocis medinalis , to clarify its expression patterns in different 
tissues and developmental stages, and to analyze the molecular characteristics of the two types of the gene 
and their products. [Methods] Based on the transcriptome data of C. medinalis, the full-length cDNA of 
CmTre was cloned using the rapid amplification of cDNA ends ( RACE )-PCR and analyzed by 
bioinformatics. CmTre mRNA expression levels in different tissues of adults and developmental stages of 
C. medinalis were detected by using real-time quantitative PCR ( RT-qPCR). [Results] We cloned two 
types of CmTre, i. e., soluble trehalase gene CmTrel and membrane-bound trehalase gene CmTre2. The 
full-length cDNA of CmTrel is 2 364 bp containing a 1 704 bp open reading frame ( ORF) that encodes 
567 amino acids, while that of CmTre2 is 2 079 bp containing a 1 923 bp ORF that encodes 640 amino 
acids. Bioinformatics analysis indicated that CmTre includes a signal peptide and CmTrel has no 
transmembrane domain, whereas CmTre2 contains a transmembrane domain. Homology and phylogenetic 
analyses showed that the amino acid sequences of CmTrel and CmTre2 have the highest identities with 
those of Trel and Tre2 from Omphisa fuscidentalis, which are 7496 and 79% , respectively. Homology 
modeling analysis demonstrated that the tertiary structure of CmTrel is composed of 19 a-helices and 2 B- 
sheets while that of CmTre2 is composed of 23 a-helices and without Q-sheet. RT-qPCR revealed that 
CmTre was expressed throughout all developmental stages of C. medinalis, with the highest expression 
level in adult and a relatively stable expression level in larval stage. CmTrel was expressed at the lowest 
level in pupa, while CmTre2 was expressed at the lowest level in the 5th instar larva. CmTre was 
expressed in all the adult tissues tested ( midgut, integument, malpighian tubules, head, ovary, fat 
body, muscle and testis). CmTrel was expressed at higher levels in the midgut and integument while 
CmTre2 was expressed at higher levels in the muscle and midgut. [Conclusion] In this study, genes of a 
soluble and a membrane-bound form of trehalase in C. medinalis were cloned, and their characteristics 
and expression patterns were analyzed. The findings lay the foundation for further research on the 
functions of trehalase genes and then using the genes as the targets of pest control. 


Key words: Cnaphalocrocis medinalis; trehalase; gene cloning; sequence analysis; expression pattern 








MEIE Cnaphalocrocis medinalis ,俗称 卷 叶 


类 ,既是 应 激 代谢 的 重要 产物 ,又 是 一 种 贮藏 性 糖 类 





E AER E S, J TA H (Lepidoptera ) I 
IURE Pyralidae) ,是 对 水 稻 危 害 最 为 严重 的 主要 害 
虫 之 一 。 该 虫 是 完全 变态 昆虫 ,一 生 经 历 卵 幼虫 
(1-5 龄 ) 晴 成 虫 这 4 个 发 育 时 期 。 初 绪 幼 虫 取 
食 心 叶 ,2 龄 以 上 的 幼虫 级 丝 纵 卷 水 稻 叶 片 成 虫 苞 ， 
幼虫 匿 居 其 中 取 食 叶肉 , 仅 留 表皮 ,形成 白色 条 斑 ， 
造成 称 谷 干 粒 重 降低 , 秘 谷 增加 ,一般 导致 水 称 减 产 
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(于 彩虹 等 , 2008) ,其 在 昆虫 体内 唯一 代谢 途径 是 
在 海藻 糖 酶 (trehalase ，Tre) 的 作用 下 1 分 子 海棠 糖 
水 解 成 为 2 分 子 和 葡萄 糖 ,进而 为 各 组 织 器 官 活动 提 
供 能 量 ( Arguelles, 2000; Elbein et al., 2003) 。 

海藻 糖 酶 是 海藻 糖 代谢 的 关键 酶 ,昆虫 中 的 海 
PREGA HI Frerejacaque 于 1941 年 首次 发 现 ,随后 
的 研究 证 实 昆虫 体内 存在 两 种 类 型 的 海藻 糖 酶 , 即 



































10% — 2096 ,严重 达 6096 以 上 ( 钟 承 茂 ， 2008) 。 而 
且 , 稳 纵 卷 叶 蜡 是 一 种 典型 的 迁 飞 性 害虫 (全 国 稳 
纵 卷 叶 蝶 研 究 协 作 组 ,1981; 张 孝 义 等 ,1981 ) ,在 
我 国 及 东亚 、 东 南亚 等 国家 和 地 区 都 有 广泛 的 分 布 
( 陈 永年 ，1985 ) 。 

海藻 糖 是 一 种 非 还 原 性 双 糖 ,由 两 个 葡萄 糖分 
子 经 半 缩 醛 羟 基 结 合 而 成 , 由 于 其 不 存在 游离 的 半 
缩 醛 羟基 ,因此 其 结构 极其 稳定 。 海 藻 糖 广泛 存在 
于 细菌 、 真 菌 .植物 .昆虫 以 及 其 他 无 疹 椎 动物 中 ,但 
哺乳 动物 没有 内 源 性 的 海藻 糖 (Muller et al., 1995; 
Wingler, 2002) 。 海 藻 糖 作为 昆虫 血 淋 巴 的 主要 糖 












































可 溶 型 海藻 糖 酶 (Trel ) 和 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 
(Tre2) ,它们 的 动力 学 性 质 区 别 较 大 。 可 溶 型 海江 
糖 酶 主要 存在 于 昆虫 消化 系统 和 循环 系统 中 ,而 膜 
结合 型 海棠 糖 酶 主要 存在 于 昆虫 的 肌肉 中 (Becker 
et al., 1996) 。 海河 糖 酶 是 由 海棠 糖 酶 基因 (Tre) 
所 编码 合成 , 第 一 个 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 是 
Takiguchi 等 (1992 ) 在 黄粉 虫 Tenebrio molitor 中 首 
先 被 克隆 , 而 第 一 个 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 是 
Mitsumasu 等 (2005 ) 在 家 看 Bombyx mori 中 首次 获 
得 。 此 外 , 在 西方 蜜蜂 Apis mellifera, TIE 3E Vc R 
Spodoptera exigua PINT ZIE. Omphisa fuscidentalis 等 
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其 他 昆虫 中 也 发 现 具 有 两 种 海 汇 糖 酶 基因 (Lee et 
al., 2007; Tatun et al., 2008b; Tian et al., 2009 ) 。 
已 有 研究 证 明 ,海藻 糖 酶 参与 昆虫 几 丁 质 合 成 等 许 
多 生理 过 程 (Candy and Kilby, 1962; Merzendorfer 
and Zimoch, 2003) ,而 几 丁 质 是 昆虫 表皮 的 主要 成 
分 ,也 是 中 肠 围 食 膜 的 重要 成 分 ,其 合成 与 降解 对 昆 
虫 的 生长 发 育 至 关 重 要 。 因 此 ,海藻 糖 酶 可 作为 害 
虫 控制 的 理想 靶 标 。 

鉴于 海棠 糖 酶 的 重要 功能 ,已 有 许多 学 者 对 其 
进行 了 大 量 的 研究 ,然而 ,目前 尚未 见 关 于 稳 纵 卷 叶 
晨 海 藻 糖 酶 基因 的 分 子 克 隆 及 功能 研究 的 报道 。 本 
研究 以 稻 纵 卷 叶 蝇 为 材料 ,利用 cDNA 末端 快速 扩 
JE (RACE) ERRI vie Y fei em n TEE DEDE IAE 
( CmTre) ,包括 可 溶 型 CmTrel 和 膜 结 合 型 CmTre2 
两 种 类 型 ,并 利用 相关 软件 分 析 了 该 基因 的 序列 特 
征 ;通过 实时 荧光 定量 PCR ( RT-qPCR ) 技术 解析 了 
该 基因 在 稻 纵 卷 叶 蜗 不 同 发 育 时 期 和 成 虫 不 同 组 织 
的 mRNA 表达 模式 ,为 进一步 探讨 该 基因 在 几 丁 质 
合成 通路 中 的 功能 特性 及 其 在 能 量 代谢 方面 的 生理 
作用 提供 了 重要 的 基础 数据 。 



























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

供 试 昆 虫 为 本 实验 室 人 工 饲养 稻 纵 卷 叶 蜡 ,人 饲 
养 条 件 为 26 + VC ,相对 湿度 70% ~ 80% , 光 周 期 
14L:10D。 在 稻 纵 卷 叶 蜡 卵 期 .1 -5 KeA 
虫 期 分 别 取样 , 置 于 液 氮 中 保存 备用 。 冰 上 解剖 稳 
纵 卷 叶 蜡 成 虫 , 分 离 获 得 稻 纵 卷 叶 蜡 成 虫 头 部 、 肌 
肉 \ 脂 肪 体 、 精 梨 、 卵 梨 、 中 肠 、 表 皮 和 马 氏 管 共 8 种 
组 织 , 迅 速 置 于 液 所 中 冻 存 备用 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

TRIzol 试剂 和 SRACE System 购 自 美 
Invitrogen 公司 ;DNA HER EORI A .琼脂 糖 凝 胶 
及 大 肠 杆 菌 Escherichia coli TOP10 感受 态 细 胞 等 购 
自 北 京 天 根 (Tiangen) 生化 科技 有 限 公司 ; 
PrimeScript RT-PCR Kit, 3'-Full RACE Core Set with 
PrimeScript RTase, pMD20-T 质粒 载体 以 及 Taq 
DNA 聚合 酶 等 均 购 自 TaKaRa 公司 ;所 有 引物 均 由 
生 工 生 物 工 程 ( 上 海 ) 股份 有 限 公 司 合成 ; iTaq 
Universal SYBR Green Supermix, qPCR 耗材 、T100 
Thermal Cycler 和 C1000 Thermal Cycler 均 购 自 美 
Bio-Rad 公司 。 






























































1.3 总 RNA 提取 

取 稻 纵 卷 叶 旦 3 龄 幼虫 50 ~ 100 mg, FAUT 
磨 后 ,使 用 TRIzol 试剂 (美国 Invitrogen 公司 ) 提取 
总 RNA ,具体 操作 按照 说 明 书 进行 。 
1.4 ASE CmTre 基因 片段 的 扩 增 

从 稳 纵 卷 叶 螟 转录 组 数据 的 注释 信息 中 (Li et 
al., 2012) ,筛选 到 稻 纵 卷 叶 旦 可 溶 型 ( Cm Trel ) 和 
膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 (Cm7re2) 的 片段 序列 。 根 
据 CmTrel 的 片段 序列 设计 特异 性 引物 CmTrel-F 和 
CmTrel-R( 表 1) ,以 稻 纵 卷 叶 旦 3 龄 幼虫 总 RNA 为 
模板 进行 RT-PCR 扩 增 。 反 应 条 件 :94Y 预 变性 3 
min; 然 后 94% 变性 30 s,55*C 退火 30 s,72% 延伸 
90 s, 共 进行 30 个 循环 ;72% 延伸 10 min。 根 据 
CmTre2 的 片段 序列 设计 引物 CmTre2-F 和 CmTre2- 
R, 反 应 条 件 不 同 的 是 退火 温度 为 52Y ,每 一 轮 循环 
的 延伸 时 间 为 2 mins PCR 产物 进行 1% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 。 用 DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 回 收 目 的 片 
段 ,连接 至 pMD20-T 质粒 载体 (TaKaRa) ,然后 转化 
大 肠 杆菌 TOP10 感受 态 细胞 后 涂 布 合 Amp 的 LB 平 


表 1 ， 称 纵 卷 叶 晶 CmTre 基因 克隆 与 表达 检测 的 引物 信息 


Table 1 Primers for cloning and expression detection of 
































CmTre in Cnaphalocrocis medinalis 





引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Primer usage 
CmTrel-F CTACTGCGACAGCGACCTAC 


CmTrel-R TCAGTGACTCGCCTTCAATCC 
CmTre2-F TAGTGATAGTGCCATAGTGCC 
CmTre2-R CTCCATATCTCTCCAATAACGC 


CmTrel-5Fl GCCACGCGTCGACTAGTACGGG 
GGGGGGG 


TGGGGTTTCTTTGTGTGCTGTTGA 
CmTrel -5RI CCAC 


Cmlrel-SF2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC 
Cmlrel-SR2 CGGGGTCGTCGCGCATGTGCA 
CmTrel-3F1 CGGTAGGACGCTTAAAGCAGAA 
CmTrel-3R1 GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC 
Cmlrel-3F2 GCGAATCAAAAAGCTTAGGTCC 
Cmlrel-3R2 GCTACGTAACGGCATGACAGTG 
CmTre2-3F1 TGGGGTCATTATGGCGTTAT 
CmTre2-3R1 GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC 
CmTre2-3F2 AACAACGGAGCTGATGTCAAACC 
CmTre2-3R2 GCTACGTAACGGCATGACAGTG 
CmTrelq-F GTATTACCAGGAGCGAAGTC 
CmTrelq-R ACTGTATGTATTGCCACCAAT 
CmTre2q-F ACTGAAGTCTGCTGCTGAATC 
CmTre2q-R CTTGTCGTAGAACTGGCTCAT 
CmActin-F ATGGTCGGCATGGGACAG 
CmActin-R GAGTTCATTGTAGAAGGTGT 


RT-PCR 





RACE-PCR 





RT-qPCR 
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板 。 挑 取 平板 上 的 菌落 接种 于 含 300 pL LB 液体 培 
养 基 的 离心 管 中 , 摇 培 后 进行 PCR 鉴定 。PCR 反应 
体系 为 20 pL:1 uL PRIX ,2 uL dNTPs Mixture (各 
2.5 mmol/L) ,各 1 uL 上 /下 游 引 物 (20 pmol/L), 
2 uL 10 x PCR Buffer,0.25 uL Taq 酶 (TaKaRa), 
补 加 12. 75 pL 灭 菌 超 纯 水 。 反 应 条 件 与 上 面 的 
RT-PCR 相同 。 将 菌落 PCR 检测 为 阳性 的 克隆 送 生 
工 生物 工程 (上 海 ) 有 限 公 司 进 行 测 序 。 将 测序 结 
果 与 转录 组 数据 库 中 鉴定 出 的 CmTre 基因 片段 序 
列 通过 DNAMAN 7.0 软件 进行 比 对 。 
1.5 CmTre 全 长 基因 的 克隆 

Ti di fe AS I CmTrel 基因 的 中 间 片 段 序列 ， 
分 别 设计 合成 2 组 特异 性 能 套 引 物 :CmTrel-SF1 和 
CmTrel -5R1, CmTre1-5F2 和 CmTrel -SR2; CmTrel - 
3F1 和 CmTrel -3RI , CmTrel-3F2 和 CmTrel -3R2 ( 3€ 
1) 。 利 用 这 些 引物 进行 CmTrel 基因 的 5 和 3’ RACE 
J'38. 5' RACE 用 末端 加 C 法 ,第 1 轮 PCR 反应 参 
数 :94Y 预 变性 3 min;94% 变性 30 s,68% 退火 30 s, 
72% 延伸 1 min,33 个 循环 ;72% 延伸 7 min。 第 2 轮 
反应 除 退 火 时 间 是 68 s 外 ,其 余 参 数 与 第 1 轮 相 同 。 
3' RACE 第 1 轮 PCR 反应 程序 :94%C 预 变性 3 min; 
94*C 变性 30 s,58% 退火 30 5, 72*C 延伸 1 min,33 个 
循环 ;72% 延伸 7 min。 第 2 轮 反应 除 退 火 时 间 为 58 s 
外 ,其 余 参 数 与 第 1 轮 相 同 。Cm7re2 基因 只 进行 3 
RACE 扩 增 ,PCR 反应 条 件 与 CmTrel 的 3’RACE 扩 
增 相同 。 扩 增产 物 纯化 后 克隆 到 pMD20-T 载体 , 送 
生 工 生物 工程 (上 海 ) 有限 公司 测序 ,所 测 得 的 序列 
经 Blast 比 对 确认 后 ,用 Vector NTI 11.5 将 得 到 的 
CmTrel 的 3 个 片段 拼接 为 全 长 DNA 序列 ,将 得 到 的 
CmTre2 的 2 个 片段 拼接 为 全 长 cDNA 序列 。 
1.6 ASHE CmTre 基因 的 生物 信息 学 分 析 

利用 NCBI 的 ORF Finder (http://www. ncbi. 
nlm. nih. gov/projects/gorf/) 预测 编码 序列 ,用 
ProtParam (http://web. expasy. org/protparam/ ) 对 编 
码 蛋 白质 的 分 子 量 和 等 电 点 进行 分 析 ; 使 用 软件 
SignalP 4. 1 Server ( http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP/ ) 分 析 预 测 信和 号 肽 (Petersen et al., 2011) ; 4& 
白质 跨 膜 结构 分 析 采 用 软件 TMHMM Server v. 2. 0 
(http://www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM/)。 糖 基 
化 位 点 预测 采用 NetOGlye 4. 0 Server (http://www. 
cbs. dtu. dk/services/NetOGlyc/) 和 NetNGlyc 1. 0 
Server ( http://www. cbs. dtu. dk/services/NetNGlyc/ ) 
在 线 软件 进行 分 析 ; 使 用 KinasePhos ( http;// 
kinasephos. mbc. nctu. edu. tw/ ) 在 线 软件 预测 磷酸 化 









































位 点 。 应 用 ClustalW2 Tp 2k $X ffr (http://www. ebi. 
ac. uk/Tools/msa/clustalw2/) ( Thompson et al., 
1997) ,将 CmTre 的 氨基 酸 序列 与 已 知 鳞 翅 目 昆 虫 及 
部 分 其 他 昆虫 的 海藻 糖 酶 氨基 酸 序列 进行 比 对 ;用 
MEGA 6.0 软件 (Tamura et al., 2013) 中 的 邻接 法 
(neighbor-joining, NJ) 构建 系统 发 育 树 ,重复 运行 
1 000 次 ,在 进化 树 的 节点 处 显示 自 举 检验 值 ,判断 
这 些 序列 是 否 属于 直系 同 源 序列 。 利 用 在 线 网 站 
SWISS-MODEL( http://www. swissmodel. expasy. org/ 
interactive ) 进行 同 源 建 模 , 即 是 比 对 到 一 个 相似 性 
最 高 .已 知 三 级 结构 的 同 源 蛋 白质 ,以 它 的 结构 为 模 
板 ,构建 稻 纵 卷 叶 量 海 藻 糖 酶 三 级 结构 模型 ,然后 用 
PyMOL 1.4 软件 绘 出 其 三 维 分 子 结构 图 。 
1.7 BASHE CmTre 基因 的 时 空 表 达 分 析 

用 实时 荧光 定量 PCR ( real-time quantitative 
PCR, RT-qPCR) 分 析 稻 纵 卷 叶 蜡 不 同 发 育 时 期 及 
组 织 部 位 可 游 型 和 膜 结合 型 海棠 糖 酶 基因 mRNA 
的 表达 水 平 , 以 稻 纵 卷 叶 蜡 看 家 基因 Actin ( GenBank 
登录 号 :JN029806 ) 为 内 参 对 照 ,引物 序列 见 表 1。 
提取 1.1 节 中 所 取 稻 纵 卷 叶 量 样 品 的 RNA, 反 转录 
成 第 一 链 cDNA 为 模板 ,在 C1000 热 循环 仪 (Bio- 
Rad) 上 进行 RT-qPCR。20 pL 反应 体系 包括 10 pL 
iTaq Universal SYBR Green Supermix( Bio-Rad) ,1 uL 
cDNA, 上/ 下游 引 物 (10 jumol/L) 4$ 0.5 pL,8 uL K 
菌 超 纯 水 。 反 应 条 件 :95% 预 变性 1 min;95*C 10 s, 
60C 20 s, 4 40 个 循环 。 采 用 Bio-Rad CFX 
Manager 软件 进行 实验 数据 记录 与 分 析 , 生 成 燃 解 
曲线 ,确定 扩 增 产物 的 特异 性 。 每 个 样本 重复 3 次 
实验 ,以 灭 菌 超 纯 水 代替 cDNA 模板 为 空白 对 照 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

采用 2 ”法 分 析 CmTre 基因 mRNA 在 稻 纵 郑 
叶 晨 不 同 发 育 时 期 和 成 虫 不 同 组织 部 位 的 相对 表达 
量 。 分 别 将 不 同 发 育 时 期 及 组 织 部 位 中 的 最 低 表 达 
数值 视 为 1, 作 为 对 照样 本 ,其 他 发 育 时 期 或 组 织 样 
品 的 表达 量 以 相对 于 最 低 表达 水 平 的 倍数 进行 分 
析 。 结 果 以 平均 值 + 标准 差 表示 , 根 据 数 据 作 柱 形 
图 。 采 用 SPSS 22 统计 软件 中 方差 分 析 (ANOVA) 
的 最 小 显著 性 差异 (LSD ) 法 进行 多 重 比较 检验 , 显 
著 性 检验 水 平 P<0.05。 
























































2 结果 


2.1 BAHE CmTre 基因 的 克隆 和 序列 分 析 
稳 纵 卷 叶 螟 的 CmTre 包括 可 溶 型 海江 糖 酶 基 
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CmTrel 和 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 CmTre2 两 种 类 
型 。 根 据 稳 纵 卷 叶 蝇 转 录 组 数据 中 CmTrel 基因 的 
序列 信息 ,设计 PCR 引物 进行 RT-PCR 扩 增 ,得 到 
该 基因 的 中 间 片 段 ,大 小 为 1 910 bp( 图 1: A), 测 
序 结果 与 转录 组 数据 库 中 该 基因 序列 完全 一 臻 。5' 
RACE 经 梨 式 PCR 扩 增 得 到 约 296 bp 的 条 带 ( 图 
1; B),3' RACE 经 梨 式 PCR 扩 增 得 到 约 535 bp 的 
条 带 ( 图 1: C)。 测 序 比 对 表明 这 2 个 片段 都 是 属 
于 海藻 糖 酶 基因 的 一 部 分 ,将 3 部 分 序列 拼接 起 来 
得 到 CmTrel 基因 的 全 长 cDNA 序列 。RT-PCR 2738 
得 到 CmTre2. 的 片段 为 1731 bp,3' RACE 2# 
PCR 扩 增 得 约 270 bp 的 条 带 (图 1: D)。 
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图 1 RAIHI CmTre 基因 全 长 cDNA 的 PCR 扩 增 电泳 
Fig. 1 











Electrophoretogram for PCR amplification products 
of CmTre from Cnaphalocrocis medinalis 

A, B, C: CmTrel 的 PCR 扩 增 产物 PCR products of CmTrel ; D; 
CmTre2 的 PCR 扩 增 产物 PCR product of CmTre2. M; DNA marker 
SM0331; 1; CmTrel 的 中 间 片 段 Intermediate fragment of CmTrel ; 2: 
CmTrel f] 5' RACE 扩 增 产物 5' RACE-PCR product of CmTrel ; 3; 
CmTrel ff] 3'RACE 扩 增 产物 3' RACE-PCR product of CmTrel ; 4: 
CmTre2 ff) 3'RACE 扩 增 产物 3'RACE-PCR product of CmTre2. 


TE A S HR CmTrel 基因 的 cDNA 全 长 2 364 
bp( GenBank X$ 3€ 4 : KR149447 ) , 开放 阅读 框 长 
1 704 bp ,编码 567 个 氨基 酸 ,5 ' 非 编码 区 长 92 bp, 
3 ' 非 编码 区 长 568 bp( 图 2)。 稻 纵 卷 叶 旦 可 游 型 海 
藻 糖 酶 蛋白 分 子 量 为 65. 41 kD, 理论 等 电 点 为 5.32， 
包含 80 个 带 负电 和 荷 氨基 酸 残 基 (D, E),64 个 带 正 
荷 氨 基 酸 残 基 (R, K) 。 基 因 CmTre2 的 cDNA 全 
长 2 079 bp ( GenBank 登录 号 :KX010600) ,开放 阅 
读 框 长 1 923 pp ,编码 640 个 氨基 酸 ,5' 非 编码 区 长 
74 bp,3' 非 编码 区 长 82 bp( 图 3) 。 稻 纵 卷 叶 蜡 膜 结 
合 型 海藻 糖 酶 蛋白 分 子 量 为 73. 11 kD, 理论 等 电 点 
为 5.7, 包 含 82 个 带 负电 荷 氨基 酸 和 71 个 带 正 电荷 氮 
基 酸 。 序 列 分 析 表 明 , 稳 纵 卷 叶 坚 可 溶 型 和 膜 结合 型 
海藻 糖 酶 含有 2 个 标签 序列 (PGGRFIEFYYWDSY 和 
QWDFPNVWPP) 和 1 个 甘氨酸 富 集 区 (GGGGEY )。 






















































































SignalP 分 析 显 示 ,CmTrel Æ N 端 包 含 一 个 长 为 16 个 
氨基 酸 残 基 (MLHVLLVAAAAAAAVG ) 的 信号 肽 ， 
CmTre2 Æ N m A Bi 15 ^P A dk BE 5X AE 
(MWFFVGVLLAVAVAA) 组 成 的 信号 肽 。TMHMM 分 
析 表 明 CmTrel 酶 蛋白 不 含有 有 跨 膜 结构 ,而 CmTre2 
酶 蛋白 分 子 有 一 个 蜂 膜 螺旋 结构 ,由 580 -602 区 段 
的 23 个 氨基 酸 构 成 (图 2 和 3)。 
2.2  CmTre 蛋白 同 源 性 分 析 和 进化 树 构建 

同 源 性 分 析 表 明 ,CmTrel B 24 JE J 51 55 TT 28 
$ Omphisa fuscidentalis 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 氨基 酸 序 
列 一 致 性 最 高 ,达到 74% ;与 红 带 袖 蝶 Heliconius 
melpomene MAMER Danaus plexippus 可 溶 型 海 
菠 糖 酶 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 67% 和 66% ; 
与 其 他 已 报道 的 12 种 鳞 翅 目 昆 虫 可 浴 型 海藻 糖 酶 
的 氨基 酸 序列 一 致 性 均 达 到 5896 以 上 。CmTre2 与 
竹 袁 蜡 膜 结合 型 海藻 糖 酶 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 
79% , 与 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 和 棉铃 虫 
Helicoverpa armigera 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 的 氨基 酸 序 
列 一 致 性 分 别 为 73% 和 72% ,与 其 他 已 报道 的 10 
种 鲜 翅 目 昆 虫 膜 结合 型 海 灌 糖 酶 的 氨基 酸 序列 一 致 
性 在 69% 以 上 。 稳 纵 卷 叶 蝶 可 溶 型 和 膜 结合 型 海 
藻 糖 酶 的 基因 序列 一 致 性 为 43% ,氨基 酸 序列 一 致 
性 为 39% 。 

根据 已 知 鳞 怒 目 昆虫 和 部 分 其 他 昆虫 的 海藻 糖 
酶 氨基 酸 序列 构建 系统 进化 树 ,结果 显示 , 称 纵 卷 叶 
(可 溶 型 海 滞 糖 酶 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 的 可 溶 型 海藻 
酶 聚 为 一 文 , 膜 结合 型 海藻 糖 酶 与 其 他 鳞 翅 目 昆 
膜 结合 型 海 葵 糖 酶 聚 为 另 一 支 ; 稻 纵 卷 叶 蜡 海藻 
糖 酶 与 竹 圳 蜡 的 海藻 糖 酶 亲缘 关系 最 近 , 与 其 他 鳞 
却 目 昆虫 海棠 糖 酶 的 亲缘 关系 较 近 ,而 与 非 鳞 翅 目 
昆虫 海藻 糖 酶 的 亲缘 关系 较 远 (图 4) 。 分 子 进化 树 
表明 海藻 糖 酶 在 鳞 翅 目 昆 虫 中 具有 相对 保守 的 进化 
特性 。 
2.3 CmTre 的 结构 分 析 

NetOGlye 分 析 发 现 , CmTrel 具有 1 个 0- 糖 基 
化 位 点 S432, 而 CmTre2 没有 0- 糖 基 化 位 点 。 
NetNGlyc 预测 显示 ,CmTrel 酶 蛋白 质 序列 中 具有 6 
个 Asn-Xaa-Ser/Thr 序列 ,4 个 位 点 (N70, N75, 
N143, N206) 为 潜在 天 冬 酰 胺 N- 糖 基 化 位 点 ;CmTre2 
具有 7 个 天 冬 酰胺 N- 糖 基 化 位 点 (N45, N60, N257, 
N270, N327, N333, N607) 。 KinasePhos 在 线 软 件 分 
析 表 明 ,CmTrel 具有 7 个 潜在 磅 酸化 位 点 ,其 中 丝 
氨 酸 磷酸 化 位 点 2 个 (S216，S283 ) , 酷 氨 酸 磷 酸化 
位 点 5 个 (Y267, Y288, Y304, Y375, Y530) 。 利 用 
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sites. Two signature motifs are marked with grey shadows. 


号 肽 序列 用 红色 下 划 线 来 表示 ;NN- 糖 基 化 位 点 用 红色 方 框 标记 ;海藻 糖 酶 标签 序列 用 灰 
友子 用 星 号 表示 ;加 尾 言 号 序列 ( AATAAA) 用 


AT 
CAGTCGGITATTCTÀCTTTCGGGTGA ATA CATTTA AATTTTCTTTAA GTT GTC ACGTTTTTA AGG AAGTGTCTTTGGCAATTTAATTCAG 
ATGCTTCATGTGCTCCTGGTAGCGGC GGC CGC TGC GGC CGC GET GGG CGÀ AGA CCTCCC CCC CAC CT CGÀ CÀ GGCCCG TCTACTGCGAC 
K LHY LL YA AE AA AA Y Eb 
AGCGÀCCTACTGCACTACGTGCAGAC GGC CAG GCTCTTCCC TGÀ CTC CAÀ GACTTTCGTCBGA CAT GCÀ CAT GC GCGACGACCCCGAAGAC 
sDLL HY YO TARL 
ATCCTC GARGCCTTC GACARCCTCCTCAACAGCACACARAG ARA CCC CAC CAA GGA ACA AKT CEAAGAGITTGTTGACGAACACTTCTTC 
ILEAFDHNLL $ TOR 
ATGGAAAGTGAACTC GAGAGTTGGAT GCC CCC AGATTTTGA AGA AAA TCC TCCTTT CCTCTTAGGCAT ACG AG ATGAAA AACTTA GACAA 
M E 8 E L E 8 W M P P D FE E N PP 
TACGGGAAGGATATTCATGCCATATGGCC CAGCCTTGGAAGAAA AGTCAGATCTAC CGTACTTGÀ CAATCCCA GTAGGTTTAGCCTCATC 
Y BEDISMHAISSPS1 
CCTATTGATAATGGATTCATAATTCC GGGAGGTAGATT CAGAGA GAT ATA CTÀ CTG GGÀ CAC ATA CTGGAT TA TCGAAG GTTTGCTGTTA 
P ID N GF II PG GRIEF RE 
GGAGGA ATG ACG GAA ACGGCCAGAGGCAT GATTGA AAA TTT ART AGA ATT ATT AAA GÀÀ GTT GGG CCA TGT AE CTAATG GGAGCA GGTGG 
G GHMTETARGHMIESNILIE 
TATTÀCCAGGAGCGAAGTCAACCTCC CCTACTCTC AGC TAT GAT GTT TA GTÀ CAT TCGTAA GAC TGGCGÀ CC TICCGTTTTTGA GÀGAÀ 
Y Y QE R $8 Q P PL L $ A M M F K Y IR K T G D L 
AÀCATCAATCACTTGGAAAAAGAGCTAAATTACTGGCTTGATACTCAAATTATTTCTTTAAATATTGGTGGCA ATACAT ACAGTCTTTTG 
N I NH H L E K E L NH Y W L D T Q I I 
AGGTACTACGCACCGAGTAAGGGTCCTCGGCC GGAATC GTA CAT CGÀ AGÀ CTÀ CAATAC AGC TGÀ TAA TAT GÀ AGTCTG AAGATA GAAAA 
R Y Y à P $ K G P R P E 
CAÀGAATATTATACTAACATAAAAAGTGC CGC TGÀ AÀGTGG ATG GGA CTT TTC CTC GCGTTG GTT TATCAA TEACGAAG GTGGTA ACTCT 
Q E Y Y T N I K 5 à A E 3 PG W D F 5 
GGC ÀAC CTGTCC ACA ATTGACATCAATAA CAT AAT ACC TGT TGÀ CTT GAÀ CTC AAT ATÀ TGC TAA TGC TCT TC ARAACA TGGCTTACTIT 
&OELSTIIDINNIISPSYSDISNS 
GAGGGTCTTTTGAÀGAATCCACGTAGAGC AAT GCÀ CTG GGC GTÀ CCTTGC TAA GCÀ GTG GÀG GTÀ CAR CAT TEAGAAGG TATTTT GGGAT 
E G L L K N PR R à M H UV à Y L à K Q UV R Y N I E K V F V D 
GAGCAGGAC GGC ATA TGGTACGACTA CGA CAT GAA GAA CGA GAA GCA CAG GAA ATATTT CTA TCC GAG TAA TETCGCTC CCCTCT GGATG 
E Q D G I V Y D Y D M K N E K H R K Y F Y P 
GGAGCTATC GAC AÀG CGGGTGATTCTGAAGCATTC CGC CCGCATTTTGGA GTATTT GÀÀ GÀ CTC GCACGGCTTAGATTTTCCTG GGGGT 
G À ID K R VI 
GITCCTACGTCTTTÀ ATTAGGAGTGGGGA GCÀ ATG GA TTT CCC GA CGC GT GCC GCC TCT AGT CAGTAT AG TAGTGA ATGCTT TGGÀÀ 
V PTSLIRSCGIE ONE 
GCTTTAGGGACA CGGGAGGGGAAGAA GGT GGC GTT CGÀ CGT AGC CGA GAC GT GET GÀG GGC GTG CCGCAA AG GCTTCC TGGAGA ACAAA 
à L G T R E G K K V À F D V À E T UV V R à C R K G F L E NH K 
CAAATGTTTGÀGAÀÀTATGACGCGGAGGTTCC CGGCAA TTA TGGAGC AGGAGGTGÀ GTÀ CÀC GGT GCÀ GAGCGGCTTCG GGTGGA CGART 
Q M F E K Y D à E V P G EN Y[G à G G E Y| T V ü 8 & F G V T N 
GGTGITGTCCTGGÀCTTCCTGGCTAA GTA CGGTAG GÀC GCT TAA AGC AGA AGA TTC ACT GGG GÀÀ ARA CGA CT CTGAAA AATAAG TGGÀA 
G V V L D F L à K Y & R TL KA ED 
TTATAGCTGATTAAC ARTGTTTACAC CGAAGGCGAATC ARA ARG CTT AGGTCC GCTTGC ACC CGÀ TET TGÀ AG ATTAATTCATTA ATTCC 
GTGATAGITATTCCCACAGTAGTTAA ATTAGTTAATITAAC ACC CCC GTT GTC AAG CGC TAA TCC GTAATC TC GCAAGA CAATTT ATAAA 
TGÀCGTTITCTGTCAATGACATTTGGTGGAAT GTC ATTGTTTTC TET AAT AGÀ GTC GAC CAG GAT TGÀ AGG CG AGTCAC TGATTT GACAG 
TCAACCACAAAAAAT 








图 2 AIIE CmTrel 基因 的 核 背 酸 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of CmTrel from Cnaphalocrocis medinalis 























The glycine-rich region is in black frame. 


Polyadenylation signal ( AATAAA) is highlighted in black. 


LP PT CD FR PF YY CD 30 

F PF DS ET FY DH HHMHERELDLDFPIEI 60 
F T KEQ IKE FVLDbEHIFI,F 2ü0 

FL LEG I RDEERKLHR 0 ç 120 

GR EV RS TV LD[N]? SRFS LI 150 
I Y YWDb TYWIIEGLLIL _ 150 

L L EK LEG HY PNG Ss R W 210 

F F L R E Z240 

3 L NI GGHT Y3 L L 270 

53 Y I ED YNT åD HM ES ED REK 300 
5 R WF INDEGGHN S 33 

IY A N å L Q0 N MNA YY F 360 

390 

S N ¥ À FP L WM 420 

LE HS ÀR I L E Y LENS HG LD F PF GG 450 
Lv 5 IV VY NĀ LE 450 

510 

540 

3 L GE NDSEIME * 567 


灰色 阴影 标记 ;甘氨酸 富 集 区 用 黑色 方 框 标记 ;终止 
黑色 阴影 标记 。Signal peptide sequence is underlined in red. Red boxes indicate uai 
Stop codon ( TAA) is marked with asterisk. 


SWISS-MODEL 对 CmTre 的 三 维 结构 进行 同 源 建 
ji 预测 结果 显示 , CmTrel 的 三 维 分 子 结构 含有 19 
个 a 螺旋 和 2 个 B 折 对 片 (图 5: A);CmTre2 的 三 维 
分 子 结构 含有 23 个 a 螺旋 ,没有 B MERES: B). 
2.4 CmTre 基因 的 时 空 表 达 
RT-qPCR 结果 显示 , CmTrel 和 CmTre2 在 稻 纵 
卷 叶 晤 在 整个 发 育 历 期 都 有 表达 ,在 整个 幼虫 期 都 
有 相对 稳定 的 表达 ,在 成 虫 期 表达 水 平 最 高 ; 
CmTrel 在 晴 期 表达 水 平 最 低 , CmTre2 在 5 龄 幼虫 
时 期 的 表达 水 平 最 低 。Cm7rel 基因 在 成 虫 时 期 的 
表达 量 是 肾 期 的 51 倍 ( 图 6: A), CmTre2 基因 在 成 
虫 时 期 的 表达 量 是 5 龄 幼虫 时 期 的 10 倍 ( 图 6: 
B) 。 这 表明 ,Cm7re 是 稻 纵 卷 叶 曝 生 长 发 育 中 的 必 




















需 基 因 ,调控 它 的 变态 发 育 过 程 。Cm77el 在 检测 的 
成 虫 所 有 组 织 部 位 中 都 有 表达 ,其 表达 量 的 高 低 顺 
序 为 :中 肠 > 体 壁 > 马 氏 管 > 头 部 > K > 脂肪 
体 > 肌 肉 > 精 梨 ;在 中 肠 中 的 表达 量 是 体 壁 中 的 2 
倍 , 是 精 梨 中 的 412 倍 ( 图 7: A). CmTre2 在 所 检 
测 的 成 虫 组 织 部 位 中 亦 均 有 表达 , 其 表达 量 的 高 低 
顺序 为 :肌肉 > 头 部 > 中 肠 > 马 氏 管 > 精 集 > 脂肪 
体 > 体 壁 > 卵巢 ;在 肌肉 中 的 表达 量 是 中 肠 中 的 2.5 
倍 , 是 卵 梨 中 表达 量 的 94 倍 (图 7: B), CmTrel 在 
中 肠 和 体 壁 中 的 表达 量 明显 高 于 其 他 组 织 , CmTre2 
在 肌肉 和 中 肠 中 的 表达 水 平 较 高 ,表明 CmTre AX 
参与 稻 纵 卷 叶 蜡 的 能 量 代谢 ,也 还 参与 几 丁 质 合 成 
等 许多 生理 过 程 。 
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号 肽 序列 用 红色 下 划 线 来 表示 ;N- 糖 基 


TAGTGATAGT GC CAT AGTGCC ATTAAG GAGTTA TCA GAT ATTTTT GTGTCG ATÀ ATTTGTGTT AG ART TTG A AG 
ATGTGGTTC TIT GTT GGGGTGCTTCT GGE GGT CGC TGT TGC GGC TGÀ CCG GÀG TGGTCT ACC TCC TAT ATGTT TTAGTG AGATCT ACTGC 
M WF F V G V L L À V À V À À D R S3 
CATGGGCCGTTGCTGGACATTGTGCA GAT GGC GAGCCT CTÀ CAA CGÀ CTC CAA GAC ATT CGT GGÀ CAT GAAGA TACGCG TCTC GC CCAAC 
H G PLLDISVQHMaAS L Y [MD 
GTC ACC TG GÀG AAC TTCAAGGCTCT BAT BAG GÀG ATC À(GG GCC TCG GCC GCC GCGTGÀ GCÀ GAT CAGGGCATTTGTTTCGGAAA ACTTC 
Y T ME NH F K à LH RR 886 FF RP PF RE QI 
GATGCAGAGGGCGCTGAGTTTGAGGA GTG GGA GCC TGATGA TTG GAA GAA GGÀ TCC TAT GTT CCT CAA GGGCA TCAAGG ACCCCC TTCTG 
D ÀEGÀAÀEFEEWEFPDLPDIHWEIKEL 
CTGGAGTGGGGGTCG AACCTCAACGC CCT CTG GCG CA GCT GGG CAG GAA GAT GAA GGC GCÀ CET CAA BGAAC ACCCTG AGCTGT ACTCC 
L E VU G SNL NH àÀLWHRUüL 
ATCATCTATGTGGACAACCCCATCATTGTGCCTGGCGGGCGCTTCCGGGAGITCTACTACTGGGACTCGTACTGGATCATCAAGGGTCTE 
IIYVDHNHP IIV PG GRFRBRETFISYYX Wo 
CTGCTGTCG GÀG ATG CGGCAGACGGC GCG AGG GAT GGTCTC CAA CCT GCT GGÀ CGT CGT GGÀ GÀG GAT GGGCT TCATAC CCAATG GGGGC 
L LSEHMHRUOQ0TARGHVSIHNIL 
AGGATATACTATGCC ATGAGATCGCA GCC TCC TCTCCTCAT CCC GAT GAT GÀà GCT GCT GAT GGÀ CGÀ CAGBCG ACGACA TTCAGTTCTTÀ 
R IY YÀ MRS QPPLILILI 
CGCGÀC AAC ATC GÀG ACCCTGGACAA AGA GTT CAA ATT CTG GAT CTC CAA CCATAC TOT GAC AGT CCATCTTG AGGCGC ACTCAT ACAAT 
RDNIETLDEEFKEIFSYyIS[SH TV T V H L E À H $ Y [kN] 
TTAACCCGGTTTATT GAC CAATCACGAGGCCC AÀG ACC AGA GAG CTA CAA AGA AGA TOT AGA CÀAG CGC CCAAC ATTGCG ACACCATAGAC 
L TRFIDQÜüSRGPHR PE 
ALA AAAGAAGAGTTGTATGCCGAACT GAA GTC TGC TGC TGÀ ATC TGG GTG GGATTT CTC TTC TAG ATG GTTCA TTCTCA ATGGAÀ CTAÀAC 
E K E E L Y à E LE S à ÀE 
AÀAGGTAATCTC ACC AACTTGAAGAC CCG GTC CATCGT ACC CGT GGÀ TCT TAA CGC GTT CAT GTG CGG CAACG CGCTCC TCATGÀ GCCAG 
K G [EB] L T E L E TR 8 I V P VD LN AF MC 
TTC TAC GAC AÀG CTÀ GGCAATCAGGC GAA GGC GGA TGÀ GTÀ CAG GAG GGT GCÀ TGC Gà G TTA TAT GGÀ GGCTA TTGAGA AGGTGC TATGG 
F Y D EL GN üà E hrD EY RR YH AS YNME hI LE EY LU 
CAC GAA GAC GTC GGC ATCTGGCTGGACTACAGCCTGGAGTC AGA GÀG AAG ACG GGÀ CTÀ CTT CTACCCGTCTA ACATCG TGCCAC TCTGG 
H ED VG I W L DY §SL ES EE RRR DY FY F 
ACTGGGTGTTATGATCAAAGCAGGAA GGATTACTTCGTCAGTCGGGTTATTAACTATITGGÀTAA GGT TAAGG TGGACA TCTTC G AÀGGC 
T GC YDüQüSs$R ED YF VSRVIHNYLLDEVWVEVLDIIFIEI6€E 
GGC ATACCC AGC ACGTTCGAGCACAC GGG CGA GCA GTG GGÀ CTÀ CCC CAA CGC CTG GCC GCC GCT GCÀ GTACA TGCTCA TCATGG GCCTG 
G IP 8T FE H TG EQ WD Y PN WE 
GCC GAC ACC GGC GTG CCCGAGGCEGA GCGCTA CGC CCG GGÀ GAT CGC TGC CAA GTG GGT GCGCTC CAACTACC ATGTGT GGAGGC AGAAG 
à D T G V PE à ER Y À RE 
GÀCGCC ATG TTG GAÀA AAGTACGACGC AAC GATCTT CGGCGG CAT CGG AGG CGG AGG CGÀ KTÀ CGT GTT GCAGA CCGGCT TC GGGT GGACC 
D À HMLEEYDIATIIFSOGSI[? 6G 6 G E Y|V L 
AATGGGGTC ATT ATGGCGTTATTGGÀ GÀG ATÀ TGG AGÀ AAC GCT TAC CGC AGC CA CGC GTT CGG BAC GGCGC CGGCGG AGTCCG GGGCG 
N G V IM à L L ER Y G E T L T À à DÀ F G T À P hE 8 Gh 
GTGTAC GGC GCGCAC GTGGGAGCTGG CGG CGT GGC GAC TTC CAT CCT GGT TAT AAT GGC GTC GAT CGC TGCTG GGACTT TAGGGC TITTG 
Y Y GÀ HV GÀ Gc V À T 3 
GTGTATCGC AAA CGT CAAAACTACAC GCT ACT GAA CAA CGG AGC TGA TGT CAÀ ACC GCT AAC CAC GCG ACCCT ACACAG AACTGA AGAGC 
Y XYRER QG[N]Y T L 
TTC AÀC GGG GCÀ ACG AACCCGCGACA GCG GTG AAC AAT ACC TAC CTC CAC TCT GCT ACT CAT RAG GTG ACAGC TGTGAG TTAAAT AAGTG 
FN G à T NP R OR * 

CTC TAAGCA AAA AAA AAAAAAAAAA 


图 3 AIIE CmTre2 基因 的 核 昔 酸 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of CmTre2 from Cnaphalocrocis medinalis 


化 位 点 


























G L PP ICFSEIIYICtU 3ü 

S K TF VD HE I RV SP 60 
Ra FV 53 ENF s0 

PH FL EG I ED PP LL 120 

G R KH FK à HV EE H P E LY 3 150 
5 Y W I I KG L 180 

L bD VV ER H 656 F I ENGG 210 

F M HE LLADD DD I 0 F L 240 
270 

35 Y KE DV D 3 AÀAQüHCDP TID 300 
8 G WD FS 8 RUFI LÍ[NMG TN 330 
G N à L L M ï 360 

390 

S N I VP L W 420 

450 

PLUQUüYHMLI MG L 480 

I à à KEK WV R S5 HNHYHVWRUüKEK 510 
ù TG F GW T 540 

57ü 

IL VI MA 3 I À A G T L GL L 600 
LN N G å D VE PL TT RPYTELE S 630 
640 


.用 红色 方 框 标 记 ; 海 党 糖 酶 标签 序列 用 灰色 阴影 标记 ;甘氨酸 富 集 区 用 黑色 方 框 标 记 ; 跨 膜 区 











Rete 3n FARAH AE 13-3- FH ER 7 xz, Red underline indicates signal peptide, red boxes indicate N-glycosylation sites, shadows indicate 


signature motifs, black box indicates glycin-rich region, and red wavy underline indicates transmembrane region. Asterisk denotes stop codon (TGA). 


3 讨论 


3& 4l] AREA A E BA) e ge 2E PE ( Li et al., 
2012) 中 鉴定 了 一 个 转录 本 , 它 编 码 的 蛋白 质 与 昆 
虫 可 溶 型 海藻 酶 具有 较 高 的 相似 性 ,推测 它 是 稻 纵 
卷 叶 蜡 的 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 。 用 RT-PCR 验证 该 
序列 后 ,以 它 作 为 中 间 片 段 用 RACE 方法 得 到 
CmTrel 的 全 长 cDNA。 生 物 信息 学 、 同 源 性 及 聚 类 
分 析 进 一 步 确 证 了 该 基因 就 是 可 深 型 海藻 糖 酶 基 
因 。 从 这 个 转录 组 数据 库 中 ,我们 也 鉴定 出 稻 纵 卷 
叶 蜡 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 的 转录 本 ,通过 验证 和 
比 对 分 析 确 定 该 片段 为 CmTre2. 的 5' 端 部 分 ,因此 























只 需 用 3' RACE 方法 就 可 得 到 该 基因 的 全 长 
cDNA。 一 般 地 ,大 多 数 昆虫 海 营 糖 酶 基因 的 编码 区 
长 度 在 2 kb 左右 ,编码 的 蛋白 质 包含 1 个 信号 肽 ,2 
个 标签 序列 PGGRFIEFYYWDSY 和 QWDFPNVWPP 
及 1 个 甘氨酸 富 集 区 (GGGGEY (Bansal et al., 
2013; Shukla et al., 2015) 。CmTrel 中 的 第 1 MER 

签 序列 与 通用 序列 有 3 个 氨基 酸 不 同 ,第 2 个 标签 
序列 ! 了 通用 序列 有 1 PARS, HA isi 
也 有 1 个 氨基 酸 不 同 (图 2)。CmTre2 中 的 第 
标签 序列 与 通用 序列 有 1 个 氨基 酸 不 同 ,第 2 不 村 

签 序 列 有 2 个 氮 基 酸 不 同 (图 3) HAE n 
型 海 淖 糖 酶 蛋白 序列 包含 含 3 到 6 个 潜在 的 糖 基 化 位 
点 (Barraza and Sanchez, 2013) 。 
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图 4 根据 已 知 昆虫 海藻 糖 酶 氨基 酸 序列 构建 的 系统 发 育 树 
Fig. 4 Phylogenetic analysis of amino acid sequences of known trehalases from insects 

用 于 分 析 的 海藻 糖 酶 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 Origin species of trehalases and their GenBank accession numbers; OfTrel and OfTre2 from 
Omphisa fuscidentalis ( AB020846 and AB020845 ，respectively) ; HmTrel from Heliconius melpomene ( ADT64092) ; DpTrel and DpTre2 from Danaus 
plexippus ( EHJ77355 and EHJ67296 , respectively) ; HeTrel from Heliconius erato ( ADT64094) ; HdTrel from Heliconius doris ( ADT64093) ; HcTrel 
from Heliconius charithonia ( ADT64096) ; HsTrel from Heliconius sara ( ADT64095) ; BmTrel and BmTre2 from Bombyx mori ( BAA13042 and NP_ 
001036910, respectively) ; SlTrel and SlTre2 from Spodoptera litura ( ADA63846 and ADA63845 , respectively) ; SfTrel and SfTre2 from Spodoptera 
frugiperda ( ABE27189 and ACF94698 , respectively) ; SeTrel and SeTre2 from Spodoptera exigua ( ABY86218 and ABU95354 , respectively) ; TmTrel 
from Tenebrio molitor ( 4GO32658) ; TcTrel from Tribolium castaneum ( XP. 973919) ; ZnTre from Zootermopsis nevadensis ( KDRO7599) ; PhcTre from 
Pediculus humanus corporis ( XP. 002433202) ; LmmTrel from Locusta migratoria ( ACP28173 ) ; AlTrel from Apolygus lucorum ( AGK89798) ; BgTre 
from Blattella germanica ( AIM81931) ; ApTre2 from Acyrthosiphon pisum ( XP. 008188244) ; BtTre2 from Bemisia tabaci ( AFV79627) ; NITre2 from 
Nilaparvata lugens ( &4CV20872) ; SfuTre2 from Sogatella furcifera ( AF054713 ); HaTrel and HaTre2 from Helicoverpa armigera ( AJK29979 and 
AJK29980) ; and CmTrel and CmTre2 from Cnaphalocrocis medinalis ( ALF03966 and KX010600, respectively). Hj MEGA 6.0 构建 昆虫 海藻 糖 酶 的 
NJ 树 ,重复 运行 1 000 次 ,节点 上 的 数值 代表 自 举 检验 值 。 稻 纵 卷 叶 蜡 可 浴 型 和 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 分 别 用 圆 和 三 角形 标记 。The tree was 


constructed using MEGA 6.0 based on amino acid sequences of insect trehalases with Neighbor-Joining method ( NJ). One thousand replications were 


Un 
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performed, and the bootstrap confidence values are shown at the inner nodes. The soluble and membrane-bound trehalases of C. medinalis are marked 


with filled circle and triangle, respectively. 


昆虫 海棠 糖 酶 的 分 子 量 在 60 ~ 140 kD ,根据 分 
布 位 置 . 大 小 和 动力 学 特性 ,该 酶 分 为 2 种 形式 :可 
浴 型 海 营 糖 酶 ( Trel ) 和 膜 结 合 型 海棠 糖 酶 ( Tre2 ) 。 
研究 表明 ,Tre2 的 等 电 点 和 米 氏 常数 Km 都 比 Trel 


的 低 。Tre2 的 C 端 附近 具有 由 20 ~ 23 个 氨基 酸 构 
成 的 玻 水 跨 膜 结构 域 ,而 Trel 没有 这 样 的 跨 膜 结构 
域 (Santos et al., 2012; Xie et al., 2013) 。 可 溶 型 海 
落 糖 酶 已 从 一 些 昆虫 的 血 麻 巴 .中 肠 杯 状 细胞 腔 和 
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图 5 AGIR E RESI) — AE) T 2804 


Fig. 5 Three-dimensional molecular structure of CmTre 


A; 可 溶 型 海藻 糖 酶 CmTrel ; B; 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 CmTre2. 红色 为 a 螺旋 ,黄色 为 BIER ,绿色 为 无 规 卷曲 。 蓝 色 标 记 为 标签 序列 ,标注 








的 氨基 酸 为 糖 基 化 位 点 。Red represents a-helices, yellow indicates B-sheets, and green represents random coils. Two signature motifs are marked in 


blue and the labeled amino acids represent glycosylation sites. 
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图 6，” 稻 纵 卷 叶 蝇 不 同 发 育 时 期 CmTre 的 相对 表达 量 


Fig. 6 Relative expression level of CmTre in different developmental stages of Cnaphalocrocis medinalis 
A: CmTrel ; B: CmTre2. 0: Bl Egg; 1 -5: 1st — 5th instar larva, respectively; 6: "if Pupa; 7: WE Adult. 图 中 数值 为 平均 值 + 标准 差 , 柱 上 不 同 
字母 表示 基因 表达 差异 显著 (P<0.05, 方差 分 析 中 的 LSD 检验 ) Each bar presents the mean + SD, and different letters above each bar indicate a 














significant difference ( P «0.05, LSD in ANOVA). 
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Fig. 7 Relative expression level of CmTre in different 
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图 7 ” 稳 纵 卷 叶 旦 成 虫 不 同 组 织 Cm Tre 的 相对 表达 量 


tissues of adult Cnaphalocrocis medinalis 


A; CmTrel ; B; CmTre2. He; 头 部 Head; Mu: 肌肉 Muscle; Fb; 脂肪 体 Fat body; Te: #4 Testis; Ov: HHH Ovary; Mg: "P Midgut; Mt; 马 氏 
管 Malpighian tubules; In; (KE Integument. 图 中 数值 为 平均 值 + 标 准 差 , 柱 上 不 同 字 母 表示 基因 表达 差异 显著 (P<0.05, 方差 分 析 中 的 LSD 
检验 ) Each bar presents the mean + SD, and different letters above each bar indicate a significant difference ( P «0.05, LSD in ANOVA). 




















卵 的 匀 浆 液 中 纯化 得 到 ( Silva et al., 2009) , 它 存在 et al., 1976) , 它 位 于 细胞 膜 表 面 朝 向 血 淋 巴 一 侧 ， 
于 细胞 内 和 血 淋 巴 中 。 膜 结合 型 海藻 糖 酶 已 在 昆虫 水解 细胞 外 的 海藻 糖 (Mitsumasu et al., 2005) 。 海 
的 飞行 肌 、 孵 泡 细胞 、 卵 梨 细 胞 、 精 上 时 、 中 肠 、 脑 和 胸 落 糖 酶 调控 昆虫 的 能 量 代 谢 、 正 常生 长 发 育 、. 变 态 及 
神经 节 等 组 织 中 被 研究 和 描述 (Candy, 1974; Fischl — 生殖 等 重要 生理 过 程 ( 唐 斌 等 , 2012; Shukla et al., 
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FE: 稻 纵 卷 叶 量 海 藻 糖 酶 基 
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2015 )。 昆 虫 海藻 糖 酶 的 活性 在 一 定 程度 上 受到 激 
素 的 调节 (Yao et al., 2010) ,20- 羟 基 晓 皮 酮 (20E) 
fede TIRE Trel 的 活性 , 而 对 Tre2 的 活性 没有 
影响 (Tatun et al., 2008a, 2008b) , PIYA N 5E P Di 
基因 对 几 丁 质 合成 酶 A 基因 (CHS4 ) 的 影响 较 大 ， 
对 几 丁 质 合成 酶 B 基因 ( CHSB ) 的 影响 很 小 ,因而 
对 表皮 儿 丁 质 合成 影响 更 大 ; 膜 结合 型 海江 糖 酶 基 
因 对 CHSB 有 较 大 影响 ,从 而 影响 中 肠 几 丁 质 的 合 
成 (Chen et al., 2010; 张 文 庆 等 , 2011) 。 

稳 纵 卷 叶 蜡 两 种 类 型 的 海藻 糖 酶 在 成 虫 期 表达 
水 平 最 高 ,可 能 是 由 于 成 虫 在 飞行 时 需要 消耗 较 多 
的 能 量 ,这 就 促使 更 多 的 海藻 糖分 解 成 葡萄 糖 ,因此 
CmTre 表达 水 平 上 调 , 从 而 产生 更 多 的 海藻 糖 酶 , 同 
时 也 增加 该 酶 的 活性 (Tatun et al., 2008b) ,, CmTrel 
在 师 期 表达 水 平 最 低 , 可 能 是 在 这 个 阶段 需要 的 能 
CmTrel 在 
所 检测 的 成 虫 组 织 中 都 有 表达 ,在 中 肠 和 体 壁 中 的 
表达 量 明 显 高 于 其 他 组 织 , 是 其 他 组 织 中 表达 量 的 
上 百倍 。 这 个 结果 与 Bansal 等 (2013 ) 报道 的 研究 
结果 是 一 致 的 。 昆 虫 中 肠 围 食 膜 和 表皮 中 的 几 丁 质 
含量 丰富 , 几 丁 质 合 成 代谢 旺盛 ,就 需要 较 多 的 海藻 
糖 酶 来 合成 更 多 的 几 丁 质 ,这 可 能 就 是 CmTrel 在 中 
肠 和 体 壁 中 高 水 平 表达 的 主要 原因 。Becker 等 
(1996) 研究 发 现 , 昆 虫 的 消化 道 和 血 淋 巴 为 可 溶 型 
海藻 糖 酶 的 主要 存在 场所 ,Trel 主要 影响 昆虫 表皮 
几 丁 质 的 合成 (Chen et al., 2010) 。 因 此 , CmTrel 
在 稻 纵 卷 叶 旦 中 肠 的 功能 还 需要 进一步 深入 地 研 
Ro CmTre2 在 稻 纵 卷 叶 旦 肌肉 组 织 中 的 表达 水 平 
高 ,这 与 前 人 (Becker et al., 1996; Mitsumasu et al., 
2005) 的 研究 结果 是 一 致 的 ,这 表明 它 主要 是 调控 
海藻 糖 的 代谢 ,为 昆虫 飞行 和 肌肉 剧烈 运动 提供 能 
量 。 脂 肪 体 是 昆虫 体内 的 一 种 重要 器 官 , 是 营养 物 
质 中 间 代 谢 的 场所 ,相当 于 人 的 肝脏 。 定 量 PCR 结 
果 表 明 , CmTre 在 稳 纵 卷 叶 量 的 脂肪 体 中 的 表达 水 
平 较 低 。 来 自 食 物 消化 产生 的 葡萄 糖 在 脂肪 体 中 合 
成 为 海藻 糖 , 再 释放 到 血 淋 巴 。 海 党 糖 是 大 多 数 昆 
虫 的 血糖 ,在 血液 内 含量 高 达 20 ~ 170 mmol/L, € 
岂 存 在 于 肠 道 .飞行 肌 和 其 他 组 织 中 ( 王 荫 长 ， 
2004; Shukla et al., 2015 ) 。 血 淋巴 中 的 海藻 糖 在 
海藻 糖 酶 的 作用 下 水 解 成 葡 欧 糖 ,然后 经 过 糖 酵 解 
和 三 羧 酸 循环 ,为 昆虫 细胞 的 生命 活动 提供 能 量 。 
海藻 糖 酶 的 作用 是 将 海藻 糖水 解 成 葡 欧 糖 , 而 葡萄 
糖 合成 海棠 糖 主要 在 脂肪 体内 进行 ,这 可 能 是 
Cm Tre 在 脂肪 体 中 表达 量 低 的 原因 。 






































































































































昆虫 海 敬 糖 酶 调控 能 量 代 谢 和 几 丁 质 合 成 代 
谢 , 是 一 类 非常 重要 的 酶 ,可 以 作为 害虫 防治 的 部 
标 。 海 红糖 酶 专 一 性 催化 海藻 糖 ,因此 它 能 够 被 大 
多 数 糖苷 酶 抑制 剂 竞争 性 抑制 。 目 前 报道 的 大 多 数 
海藻 糖 抑制 剂 是 亚 胺 糖 和 假 糖 类 , 这 些 化 合 物 竞 争 
性 结合 到 酶 活性 中 心 ,能 够 在 微 摩尔 或 亚 微 摩 尔 浓 
度 水 平 特异 封 阻 海藻 糖 的 活性 (Bini et al., 2012; 
Shukla et al., 2015) 。 张 倩 等 (2012) 利 用 RNA 干扰 
(RNA interference, RNAi) ERAIK KA Laodelphax 
striatellus 18] W& 2 种 海藻 糖 酶 基因 的 双 链 RNA 
(dsRNA) ,结果 表明 , 靶 向 水 涂 型 海藻 糖 酶 基因 
LsTrel 的 干扰 效应 略 高 于 靶 向 膜 结合 型 LsTrel 的 ， 
但 两 种 酶 基因 的 dsRNA 都 能 显著 抑制 LsTre 的 表 
达 , 抑 制 灰 飞 虱 的 生长 ,大 幅 增加 其 死亡 率 。 利 用 
RNAi 技术 沉默 害虫 海藻 糖 酶 基因 或 者 同时 沉默 几 
丁 合成 通路 上 的 几 个 关键 酶 基因 ,从 而 实现 对 害虫 
的 绿色 防 控 ,这 是 害虫 防治 的 新 途径 。 用 转基因 
RNAi 技术 来 防治 害虫 是 实际 可 行 的 方法 ,通过 转 基 
因 技 术 在 水 稻 中 表达 靶 向 稻 纵 卷 叶 蜡 海 藻 糖 酶 基因 
的 dsRNA , 稳 纵 卷 叶 蜡 幼虫 取 食 水 稻 叶 片 时 摄 入 这 
些 dsRNA ,在 幼虫 体内 引起 RNA 干扰 效应 ,沉默 赤 
基因 ,从 而 导致 幼虫 生长 发 育 障 碍 或 死亡 ,实现 对 稻 
纵 卷 叶 旦 的 绿色 防 控 。 
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